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ABSTRAK 
Pendahuluan: Kombucha adalah minuman yang difermentasi oleh Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeast 
(SCOBY) dan memiliki Bakteri Asam Laktat (BAL) yang bersifat probiotik. Daun sirsak adalah herbal yang dapat 
menjadi bahan dasar pembuatan kombucha dan diduga memiliki efek sebagai antibakteri. Penelitian ini dilakukan untuk 
mengetahui kadar total asam dan aktivitas antibakteri isolat BAL kombucha daun sirsak terhadap bakteri Escherichia 
coli dan Salmonella typhi. 
Metode: Daun sirsak yang difermentasi selama 7 hari dan diencerkan menjadi tiga konsentrasi (100%, 50%, dan 25%.) 
serta diukur kadar total asam dan aktivitas antibakteri melalui penelitian in vitro. Kadar total asam diukur dengan 
metode titrasi dan daya hambat terhadap Escherichia coli dan Salmonella typhi dinilai menggunakan metode Kirby-
Bauer. Hasil analisa One Way Anova dengan p<0,05 dianggap signifikan. 
Hasil: Kadar total asam dari konsentrasi 100%, 50% dan 25% adalah 0,16±0,02%, 0,07±0,02%, dan 0,03±0,01% 
(p=0,000). Aktivitas antibakteri dari kombucha daun sirsak terhadap bakteri Escherichia coli dan Salmonella typhi tidak 
didapatkan perbedaan yang signifikan dibandingkan kombucha daun teh dan infusa daun sirsak.  
Kesimpulan: Kombucha daun sirsak memiliki kadar total asam yang lebih rendah dibandingkan kombucha daun teh, 
namun tidak memiliki perbedaan daya hambat terhadap bakteri Escherichia coli dan Salmonella typhi. 
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Introduction: Kombucha is a beverage fermented by the Symbiotic Consortium of Bacteria and Yeast (SCOBY) and 
contains Lactic Acid Bacteria (LAB) which is classified as a probiotic. Soursop leaf is an herb that can be used as a 
basic ingredient for making kombucha and is thought to have an antibacterial effect This study was conducted to 
determine the total acidity and the antibacterial activity of LAB isolated from soursop leaf kombucha against 
Escherichia coli and Salmonella typhi. 
Methods: Soursop leaf kombucha were fermented for 7 days were diluted into three concentration (100%, 50%, 25%) 
then the total acidity and antibacterial activity were measured through an in vitro study. Total acidity were measured 
using the titration method and the antibacterial activity on Escherichia coli and Salmonella typhi was assessed using the 
Kirby-Bauer method. The results were analyzed by One Way Anova and p< 0.05 was considered significant. 
Results: The total acidity of concentrations of 100%, 50% and 25% were 0.16±0.02%, 0.07±0.02%, and 0.03±0.01% 
(p=0.000). The antibacterial activity of soursop leaf kombucha against Escherichia coli and Salmonella typhi did not 
show a significant difference compared to tea leaf kombucha and soursop leaf infusion.  
Conclusion: Soursop leaf kombucha has lower total acid content than tea leaf kombucha, but there is no difference in 
antibacterial activity against Escherichia coli and Salmonella typhi.  
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       Bakteri Escherichia coli termasuk flora normal di 
dalam saluran pencernaan manusia. Namun, salah satu 
strain Escherichia coli yaitu ETEC (Enterotoxin 
Escherichia coli) dapat menyebabkan infeksi diare dan 
kematian (700.000) anak-anak <5 tahun setiap tahunnya 
di seluruh dunia. Di Indonesia kasus infeksi Escherichia 




       Selain itu, infeksi Salmonella typhi di Indonesia 
termasuk dalam  salah satu kejadian infeksi tertinggi 
setelah Cina dan India dengan jumlah kasus 350-810 
orang per 100.000 populasi setiap tahun
3
. Infeksi bakteri 
Escherichia coli dan Salmonella typhi dapat terjadi 
melalui konsumsi produk makanan dan minuman yang 
telah terkontaminasi atau dapat terjadi antar individu 
dengan higienitas yang buruk
4
. 
       Pada umumnya, flora normal pada saluran cerna 
dapat mencegah kolonisasi bakteri patogen melalui 
produksi peptida antimikroba
5
. Namun, kemampuan 
pertahanan ini dapat menurun apabila terjadi 
peningkatan populasi bakteri oportunistik atau bakteri 
patogen dan menurunnya molekul imunomodulator 




       Penurunan komposisi flora normal dalam intestinal 
dapat dicegah dengan produk makanan atau minuman 
yang mengandung probiotik
7
. Kombucha merupakan 
salah satu produk minuman fermentasi yang 
mengandung probiotik, etanol, karbon dioksida, asam 
organik, metabolit, dan memiliki cita rasa serta aroma 
yang khas
8,9
. Bakteri dan yeast pada kombucha 
berfungsi memecah sukrosa menjadi glukosa dan 
fruktosa selama fermentasi. Proses pemecahan ini 




       Salah satu tanaman yang dapat digunakan sebagai 
bahan dasar pembuatan kombucha adalah daun sirsak 
(Annona muricata Linn.). Daun sirsak mengandung 
berbagai macam senyawa aktif seperti asetogenin, 
saponin, flavonoid, dan tanin
11
. Selain itu, kandungan 
alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin dapat berperan 
sebagai antibakteri
12
. Selama proses fermentasi terjadi 
peningkatan total fenol dan flavonoid akibat proses 
degradasi polifenol oleh mikroba serta terjadi 
metabolisme tanin menjadi kelompok derivat yang lebih 




       Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk 
mengetahui total asam dan aktivitas antibakteri isolat 
BAL  kombucha daun Annona muricata Linn. pada 
bakteri Escherichia coli dan Salmonella typhi melalui 
metode pengukuran zona hambat. Kemampuan  dari 
kombucha daun sirsak akan dibandingkan dengan 
kontrol kombucha daun teh (Camellia sinensis) yang 
umum digunakan sebagai bahan dasar pembuatan 
kombucha
14
 dan infusa daun sirsak (Annona muricata 
Linn.) sebagai kontrol tanpa penambahan SCOBY 





Desain, Tempat dan Waktu Penelitian 
       Penelitian in vitro dilakukan pada bulan Mei-Juli 
2021 di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran 
Universitas Muhammadiyah Malang (FK UMM).  
 
Sampel Penelitian 
       Bakteri Escherichia coli dan Salmonella typhi non-
patogenik diperoleh dari LPRK FK UNISMA. Simplisia 
daun sirsak (Annona muricata Linn.) telah melalui 
proses determinasi di UPT Laboratorium Herbal Materia 
Medika Batu. 
 
Pembuatan Kombucha Daun Sirsak 
      Sebanyak 3 g simplisia daun sirsak yang telah 
dimasukkan ke dalam kantung teh ditambahkan 500 mL 
air dan 50 g gula pasir kemudian direbus pada suhu 
100°C hingga mendidih lalu diaduk selama 5 menit. 
Rebusan daun sirsak didinginkan pada toples kaca 
hingga mencapai suhu ruangan (25-30°C), kemudian 
ditambahkan 12 g starter SCOBY. Toples kaca 
selanjutnya ditutup menggunakan tisu kertas dan diikat 
dengan karet. Rebusan difermentasi selama 7 hari 
dengan suhu ruang dan tidak boleh terkena sinar 
matahari secara langsung
14
. Setelah itu, kombucha 
diencerkan dengan cara mengambil 20 ml kombucha 
untuk konsentrasi 100% (KDS100%), selanjutnya 
diambil 10 ml dari KDS 100% lalu ditambahkan 10 ml 
aquades untuk konsentrasi 50% (KDS50%), dan 10 ml 
dari KDS 50% diatambahkan 10 ml aquades untuk 
konsentrasi 25% (KDS25%). 
 
Pengukuran Total Asam Kombucha dengan Titrasi  
       10 mL tiap konsentrasi kombucha daun sirsak 
diencerkan menggunakan 50 mL air lalu ditambahkan 5 
tetes indikator fenoftalein. Setelah itu, larutan dititrasi 
dengan NaOH 0,1 N hingga menghasilkan warna merah 
muda. Kadar total asam diukur sebanyak 3 kali 
pengulangan dengan formula berikut dan hasil 




       
                           
             
      
 
Uji Aktivitas Antibakteri Isolat BAL Kombucha 
Daun Sirsak (Annona muricata Linn.) 
      Satu ose kombucha daun sirsak yang telah 
ditumbuhkan di MRSA (deMann Rogosa Sharpe Agar) 
kemudian diinokulasikan dalam 10 ml MRSB (deMann 
Rogosa Sharpe Broth) dan diinkubasi selama 24 jam 
untuk menghasilkan starter. 10 ml starter diinokulasi 
dalam 90 ml MRSB, lalu diinkubasi selama 24 jam. 50 
ml kultur disentrifugasi selama 15 menit pada 10.000 
rpm dan suhu 4℃16. Setelah direndam selama 15 menit, 
cakram diletakkan diatas media dan diinkubasi selama 24 
jam pada suhu 37℃ kemudian diukur zona hambat 










       Hasil yang didapatkan berupa kadar total asam (%) 
dan diameter zona hambat (mm) dari tiap konsentrasi 
sampel. Data diuji distribusi dan homogenitasnya setelah 
itu dilakukan uji parametrik one way ANOVA. Setelah 




HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS 
DATA 
Total Asam 
       Rata-rata pengukuran kadar total asam kombucha 
dapat dilihat melalui Gambar 1. yang menunjukkan 
kadar total asam kelompok kombucha daun sirsak lebih 
rendah secara signifikan dibandingkan dengan 
kombucha daun teh dengan konsentrasi 100% 












Gambar 1. Rata-rata Total Asam Kombucha Daun Sirsak, 
Kombucha Daun Teh, dan Infusa Daun Sirsak 
Keterangan: IDS= Infusa Daun Sirsak, KDT= Kombucha Daun Teh, 
KDS 100%= Kombucha Daun Sirsak konsentrasi 100%, KDS 50%= 
Kombucha Daun Sirsak konsentrasi 50%, dan KDS 25%= Kombucha 
Daun Sirsak konsentrasi 25%. 
 
Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Bakteri Asam Laktat (BAL) Kombucha Daun Sirsak (Annona muricata Linn.) 
terhadap Escherichia coli dan Salmonella typhi 
       Hasil dan diameter rata-rata uji ZOI isolat BAL kombucha daun sirsak pada bakteri Escherichia coli dan 
Salmonella typhi dapat dilihat melalui Gambar 2a dan 2b terlihat 6 cakram dengan 3 diantaranya telah diberikan 
ekstrak antibakteri dari isolat BAL kombucha daun sirsak (Annona muricata Linn.) dengan konsentrasi yang berbeda. 
Dari 6 cakram yang diletakkan diatas media, 5 diantaranya menghasilkan zona bening yang dapat diartikan bahwa 
terdapat aktivitas antibakteri pada zona tersebut..  
       Gambar 2c menunjukkan diameter zona hambat oleh isolat BAL dari kombucha daun sirsak  pada Escherichia coli 




















Gambar 2. Hasil Uji ZOI Infusa Daun Sirsak, Isolat BAL Kombucha Daun Teh dan Daun Sirsak pada Bakteri 
Escherichia coli (a), Salmonella typhi (b) dan Diameter Rata-Rata yang Dihasilkan (c) 
Keterangan: IDS= Infusa Daun Sirsak, KDT= Kombucha Daun Teh, KDS 100%= Kombucha Daun Sirsak konsentrasi 100%, KDS 50%= 
Kombucha Daun Sirsak konsentrasi 50%, dan KDS 25%= Kombucha Daun Sirsak konsentrasi 25%. Data yang terdistribusi dengan 



















































































Kadar Total Asam pada Kombucha Daun Sirsak 
(Annona muricata Linn.) 
       Hasil pengukuran kadar total asam menunjukkan 
kombucha daun teh memiliki total asam tertinggi lalu 
diikuti dengan kombucha daun sirsak 100%, sedangkan 
infusa daun sirsak tidak mengandung asam. Hal ini 
disebabkan karena infusa daun sirsak tidak memiliki 
kandungan yeast dan mikroba yang dapat menghasilkan 
asam, sedangkan kombucha memiliki beberapa 
komponen dari SCOBY yang akan melakukan proses 
metabolisme anaerob selama proses fermentasi. Yeast 
akan mengeluarkan enzim invertase yang akan 
membantu proses hidrolisis sukrosa menjadi glukosa 
dan fruktosa
17
. Setelah itu, yeast akan mengubah 
glukosa menjadi karbondioksida dan etanol. Etanol 
kemudian dimetabolisme oleh bakteri asam asetat dan 
asam laktat membentuk berbagai macam asam organik 
yang akan mempengaruhi kadar total asam
18
. Asam 
organik penting yang terbentuk selama fermentasi 
diantaranya adalah asam glukoronat, asam glukonat, 
asam laktat, asam piruvat
18
 dan asam asetat
8
.   
       Perbedaan kadar total asam antara kombucha daun 
teh dan kombucha daun sirsak dapat disebabkan oleh 
proses persiapan daun teh yang akan digunakan dalam 
pembuatan kombucha. Setelah dipetik, daun teh akan 
segera dikeringkan, digulung, dan dipanaskan secara 
singkat untuk mencegah degradasi komponen bioaktif 
yang terkandung di dalam daun teh
19
. Selain itu, daun 
teh hijau memiliki kandungan polisakarida yang lebih 
tinggi dibandingkan daun sirsak yaitu sebesar 
42,71%
20,21
. Tingginya kadar polisakarida menyebabkan 
mikroba mendapatkan nutrisi tambahan selama proses 
fermentasi. Penelitian Suhardini dan Zubaidah tahun 
2016 menyatakan bahwa kadar total gula pada 
kombucha daun teh lebih rendah bila dibandingkan 
dengan kombucha daun sirsak. Rendahnya total gula ini 
disebabkan karena glukosa akan digunakan sebagai 
nutrisi oleh mikroba selama proses fermentasi untuk 
menghasilkan asam organik, sehingga semakin rendah 
total gula yang tersisa maka kadar total asam pada 
kombucha akan semakin tinggi
22
. 
       Penurunan kadar total asam seiring  dengan 
penurunan konsentrasi terjadi karena asam-asam 
organik yang terdapat dalam kombucha akan berkurang 
konsentrasinya karena telah terlarut dalam pelarut yang 
volumenya lebih besar
23
. Hasil yang menunjukkan 
penurunan kadar total asam akibat pengenceran 
didukung oleh hasil penelitian Cairns tahun 2002 dan 
Vidal tahun 2017 bahwa pengenceran atau penurunan 
konsentrasi dapat menurunkan kadar total asam yang 




Kemampuan Isolat BAL Kombucha Daun Sirsak 
(Annona muricata Linn.) dalam Menghambat 
Escherichia coli dan Salmonella typhi 
       Hasil analisa uji aktivitas antibakteri isolat BAL 
kombucha daun sirsak menunjukkan bahwa tiap sampel 
memiliki daya hambat terhadap bakteri Escherichia coli 
dan Salmonella typhi. Escherichia coli dan Salmonella 
typhi termasuk dalam anggota famili Enterobactericeae 
yang merupakan bakteri yang paling sering menginfeksi 
manusia. Bakteri ini memiliki variasi antigen 
permukaan yaitu O (somatik), H (flagella), dan K 




       Pada penelitian ini didapatkan bahwa hasil zona 
inhibisi isolat BAL dari kombucha daun sirsak (Annona 
muricata Linn.) lebih kecil jika dibandingkan dengan 
kombucha daun teh (Camellia sinensis) dan infusa daun 
sirsak meskipun tidak berbeda secara signifikan.           
      Mekanisme kerja isolat BAL kombucha daun teh 
(Camellia sinensis) dalam menghambat pertumbuhan 
bakteri s ama dengan isolat BAL kombucha daun sirsak 
(Annona muricata Linn.) yaitu dengan cara 
memproduksi berbagai metabolit seperti asam organik, 
etanol, H2O2, diasetil, dan bakteriosin 
27,28
. Pada 
penelitian ini bakteriosin tidak berperan dalam 
pembentukan zona inhibisi dikarenakan menurut 
Phumkhachorn tahun 2015 dalam penelitiannya 
menyatakan bahwa bakteriosin tidak dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri Gram negatif melalui ikatan 
dengan lipid II membran sel karena lapisan 
peptidoglikan pada bakteri Gram negatif lebih tebal 
sehingga tidak terjadi pembentukan porus yang dapat 
menginaktivasi sel bakteri tersebut 
29
. Metabolit lain 
yang bekerja dalam menghambat pertumbuhan bakteri 
yaitu asam organik yang dapat menyebabkan penurunan 
pH intrasel 
30
. Asam ini bersifat larut lemak sehingga 
dapat berdifusi dengan bebas ke dalam sitoplasma sel. 
Penurunan pH intrasel tersebut akan menyebabkan 
terjadinya denaturasi enzim dan peningkatan anion juga 
akan memicu terjadinya influks ion potasium (K
+
). 
Masuknya ion ke dalam sel akan meningkatkan turgor 
dan merusak osmolaritas sel sehingga pertumbuhan sel 
bakteri menjadi terhambat 
28
. Efek antimikrobial dari 
H2O2 disebabkan adanya proses oksidasi dari gugus 
sulfhidril sehingga menyebabkan rusaknya struktur 
enzim dan peroksidasi membran lipid yang akan 
menyebabkan permeabilitas membran meingkat dan 
menjadi prekursor terbentuknya radikal bebas 
bakterisidal seperti superoksida (O
⁻2
) dan hidroksil 
(OH⁻) yang dapat menyebabkan DNA bakteri rusak
30
. 
Properti antimikroba lain yang dimiliki oleh isolat BAL 
adalah etanol yang bekerja dengan cara merusak 




       Hasil penelitian ini didukung oleh penelitian 
Nguyen pada tahun 2015 yang menyatakan bahwa 
bakteri asam laktat strain Lactobacillus spp. yang 
diisolasi dari kombucha daun teh hitam memiliki 
kemampuan untuk menghambat pertumbuhan bakteri 
Listeria monocytogens, Escherichia coli, Salmonella 
typhi, dan Bacillus cereus
31
. Selain itu, kadar etanol 
pada kombucha yang terbentuk selama 7 hari proses 
fermentasi adalah 0,32% dan akan menurun seiring 
bertambahnya waktu fermentasi
32,33
. Rendahnya kadar 
alkohol pada kombucha dapat dijadikan landasan bahwa 
kombucha yang difermentasi selama 7 hari dapat 
dikatakan sebagai produk minuman halal berdasarkan 
Fatwa MUI No. 10 tahun 2018
32
.    
5 
 
       Infusa daun sirsak dapat menghasilkan zona hambat 
terhadap Escherichia coli dan Salmonella typhi. 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Agunloye 
dan Onifade pada tahun 2020 menyatakan bahwa 
ekstrak air daun sirsak menghasilkan zona hambat yang 
lebih besar dibandingkan dengan ekstrak etanol
34
. Pada 
penelitian yang dilakukan oleh Olusola et al. tahun 2017 
juga mendukung bahwa infusa daun sirsak dapat 
menghasilkan zona inhibisi akibat adanya senyawa aktif 
seperti flavonoid, alkaloid, dan tanin yang dapat 
menembus dinding sel dan menghambat metabolisme 
sel bakteri Escherichia coli dan Salmonella typhi
35
.  
       Flavonoid dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
melalui beberapa jalur diantaranya adalah menghambat 
komunikasi antar sel sehingga tidak terjadi adhesi dan 
pembentukan biofilm oleh bakteri patogen. Selain itu, 
flavonoid dapat menghambat enzim permukaan seperti 
sortase, dan urease yang berfungsi untuk membantu 
bakteri bertahan hidup dalam keadaan asam di saluran 
cerna
36
.  Properti lain yang dimiliki daun sirsak untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri adalah alkaloid. 
Alkaloid dapat merusak gen virulensi, inhibisi enzim 
sortase yang berfungsi dalam membantu proses adhesi 
bakteri, merusak fimbriae, dan menghambat 
pembentukan biofilm
37
. Selain itu, tanin pada daun 
sirsak juga dapat mencegah pertumbuhan bakteri 




       Selama proses fermentasi terjadi perubahan 
kandungan senyawa bioaktif yang terdapat pada daun 
sirsak. Proses fermentasi menyebabkan peningkatan 
aktivitas dari flavonoid
13
 dan penurunan polifenol akibat 
proses degradasi oleh enzim yang disekresikan yeast 
dan bakteri
39
. Penurunan beberapa kandungan dari daun 
sirsak selama proses fermentasi ini dapat menyebabkan 
menurunnya potensi dalam menghambat bakteri 
patogen. Menurut Jayabalan et al. tahun 2007, 
kemampuan antibakteri kombucha bergantung pada 
asam organik, etanol dan komponen mikroba yang 
terbentuk selama proses fermentasi
39
. 
       Dari penelitian yang sudah dilakukan, kombucha 
daun sirsak memiliki kadar total asam yang lebih rendah 
tetapi memiliki potensi yang sama dengan kombucha 
daun teh dalam menghambat bakteri patogen. Hal ini 
mungkin terjadi karena aktivitas antibakteri tidak hanya 
dihasilkan oleh BAL kombucha, tetapi kandungan 
senyawa aktif utama yaitu flavonoid  daun sirsak yang 
lebih aktif dibandingkan daun teh hijau
40,41
. Untuk 
membuktikannya maka perlu dilakukan uji lebih lanjut 
terhadap kadar fenol dan flavonoid pada kombucha 
daun sirsak dan daun teh. 
       Berdasarkan uraian diatas, kombucha dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen. Tetapi ada 
beberapa efek negatif yang dapat ditimbulkan seperti 
pusing, mual, reaksi alergi, dan lactic acidosis. Gejala 
ini dapat muncul jika mengkonsumsi kombucha secara 
berlebih, proses pembuatan yang tidak higienis, dan 
kondisi konsumen yang memiliki sistem imun yang 
rendah. Selain itu, konsentrasi asam organik yang 
meningkat seiring bertambahnya waktu fermentasi akan 
berbahaya jika kombucha dikonsumsi secara langsung
42
.   
       Dari penelitian ini dapat diketahui bahwa meskipun 
infusa daun sirsak dapat menghasilkan zona inhibisi 
yang sama dengan kedua jenis kombucha, tetapi 
menurut penelitian yang dilakukan oleh Rahmawati 
pada tahun 2014 menyatakan bahwa daun sirsak 
memiliki kadar tanin yang tinggi
43
. Hal ini 
menyebabkan daun sirsak menjadi lebih pahit akibat 
tingginya kadar tanin. Tetapi rasa pahit ini akan 
berkurang seiring proses fermentasi sehingga daun 
sirsak dalam bentuk kombucha menjadi lebih unggul 
karena dapat mengurangi penambahan fruktosa pada 
minuman untuk mengurangi rasa pahit dari daun sirsak
44
 
dan menjadikan kombucha daun sirsak sebagai pilihan 




1. Kadar total asam kombucha daun sirsak 
(Annona muricata Linn.) lebih rendah 
dibandingkan dengan kombucha daun teh 
(Camellia sinensis) namun lebih tinggi 
dibandingkan infusa daun sirsak. 
2. Kombucha daun sirsak, kombucha daun teh, 
dan infusa daun sirsak tidak memiliki aktivitas 
antibakteri yang yang berbeda secara 





       Berdasarkan hasil penelitian ini selanjutnya 
disarankan untuk: 
1. Melakukan penelitian dengan prinsip 3 kali 
pengulangan dalam 3 waktu yang berbeda 
(three times in triplicate). 
2. Menambahkan kontrol positif berupa 
antibiotik seperti amoksisilin untuk 
Escherichia coli dan kloramfenikol untuk 
Salmonella typhi. 
3. Melakukan uji fitokimia pada kombucha daun 
sirsak, kombucha daun teh, dan infusa daun 
sirsak. 
4. Melakukan pengukuran kadar etanol 
kombucha daun sirsak dan kombucha daun 
teh.  
5. Melakukan analisa potensi probiotik dengan 
parameter yang lebih lengkap sehingga sesuai 
dengan syarat ideal probiotik lainnya. 
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